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Dispositivo de ensayo de polimorfismos del gen XPD/ERCC2 para la correcta 
administracion de quimioterapia en cancer de pulm6n 

Ambito de la invencidn 

La invenci6n se adscribe al sector tecnico del tratamiento del cancer de pulmdn 
por parte de farmacos antitumorales y, en concrete, desarrolla un dispositivo de 
diagn6stico que permite tratar a cada paciente con el farmaco mas efectivo segun el 
polimorfismo que presenten para el gen XPD. 



1 0 Estado de la Tecnica : 

Diversos farmacos antitumorales lesionan el ADN de forma similar al que 
efectuan los carcin6genos. La uni6n covalente del carcin6geno o de un farmaco : 
antitumoral citotoxico depara la formaci6n de una base del ADN que se altera \ 
qunnicamente, lo que se conoce con el tSrmino de aducto (Philips,2002). El cisplatino : 
causa uniones entre las cadenas del ADN y tales aductos proporcionan la accidn \.i 
citot6xica del cisplatino (Siddik.2002). Los sistemas de reparacidn del ADN son 
esenciales para la eliminaci6n de los aductos de cisplatino. El Nucleotide Excision Repair j 
(NER) es la principal via para proteger al huesped del desarrollo de un cancer de pulm6n j 
y al mismo tiempo es el principio de generacidn de resistencia al cisplatino. De hecho, ; 
tanto los aductos del benzopireno diol ep6xido (BPDE) y tambien los aductos del • 
cisplatino bloquean de forma eficaz la ARN polimerasa Hyde este modo anulan la 
transcription (Hanawalt,2001). Estas lesiones del ADN se eliminan por el sistema NER 
que a su vez se subdivide en dos vias metab61icas: Transcription Coupled Repair (TCR) 
y Global Genomic Repair (GGR) (Esquema 1). De manera importante el TCR (o TC- 
NER) repara las lesiones que bloquean la transcripci6n en la hebra que transcribe el ADN 
de genes activos, mientras que el GGR (o GG-NER) repara las lesiones en la hebra que 
no transcribe en los genes activos y tambien en el genoma sin funci6n de transcripci6n 
(Cullinane et al,1999; May et al,1993; McKay et al,1998). 
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Esquema 1 : Representaci6n de las vlas de reparaci6n de excisi6n de nucle6tidos (NER) 
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En los seres humanos, el NER es un mecanismo fundamental de defensa contra los 
efectos carcinog6nicos de la luz solar y ciertos defectos gen&icos en las vfas reparadoras 
causan graves consecuencias en trastornos hereditarios autos6micos recesivos, como es el 
xeroderma pigmentosum (XP). En efecto, los pacientes con esta enfermedad sufiren 
5 hipersensibilidad a la luz solar con una extraordinaria susceptibilidad y alta frecuencia de 
padecer cdncer cutSneo. En el XP, hay siete grupos complementarios que pueden ser 
deficientes en las vfas del NER, Estos genes se enumeran del XPA al XPG. En la 
enfermedad XP, estos genes son defectuosos en ambas vias del NER (Conforti et 
al,2000). En cancer de ovario y en menos frecuencia, en cancer de colon y cancer de 

10 pulmon, se ha observado p^rdidas de heterocigosidad en diversos genes XP (Takebayashi 
et al, 2001). La pSrdida de heterocigosidad se relaciona con la p6rdida de transcripcion y 
la deficiencia de estos genes conlleva un aumento de sensibilidad al cisplatino, como se 
ha observado en el c£ncer de ovario. El sindrome de Cockayne (CS) es otra enfermedad 
fotosensitiva que se vincula a deficit en el sistema NER. Dos genes se han identificado, el 

15 CSA y el CSB. Las alteraciones de dichos genes perturban las funciones que se 

involucran en la via TCR (Conforti et al,2000). 

En la parte izquierda del Esquema 1 (modificada de Rajewsky y Mtiller, 2002) se £ * 

« 

muestra la via TCR que es la esencial para detectar el dafio que causa el cisplatino \ 
(Cullinane et al,1999). En el momenta de la transcripci6n, cuando el ARN polimerasa II 

2 0 detecta la lesi6n, los factores especificos de transcripci6n CSA y CSB se activan en la via 
molecular del NER (Furuta et al, 2002; McKay et al, 2001). Los genes XP tambten se 
involucran en la via TCR, tal como se muestra en el recuadro del Esquema 1. En esencia, 
diversos deficits moleculares en ambas vlas (GGR y TCR) en fibroblastos confieren un 
incremento de la sensibilidad al efecto citot6xico de cisplatino en comparaci6n al que 

25 ocurre en fibroblastos normales. Importante, cualquier deficit en alguno de los genes 
XPA, XPD, XPF o XPG confiere un incremento sustancial de la actividad del cisplatino 
(Furuta etal, 2002). 

Como principio comun, el elenco de citot6xicos que se usan en el tratamiento del 
cAncer, en particular en cancer de pulm6n, se vertebran alrededor del uso del cisplatino o 
30 carboplatino en asociaci6n a otro f&rmaco tal como la gemcitabina, docetaxel, paclitaxel 
o vinorelbina como mfis importantes y de uso clinico habitual. Sin embargo, los 



♦ » « 
•••• 



•••• 



resultados de la quimioterapia en cancer de pulm6n metastasico son muy limitados con 
una mediana de tiempo a la progresidn que no rebasa los cinco meses y una mediana de 
supervivencia que no excede de los ocho o diez meses. Ningun tipo de combination 
sobresale en mejorar tales expectativas de supervivencia. Sin embargo, de forma 
individual, como comprobacidn clfnica, suele constatarse que casos individuales tienen 
supervivencias significativamente mas largas. Los polimorfismos que son simples 
cambios de nucledtidos, confieren diferencias interindividuales que alteran la funci6n o la 
expresion de genes. Tales polimorfismos que existen en una proporcidn muy elevada en 
el genoma estan todavia en vias de estudio. Es posible que en un futuro se caractericen 
mas de 3000 polimorfismos que sean utiles para detenninar la susceptibilidad a cancer, el 
valor pron6stico de la enfermedad y el valor predictivo de respuesta al tratamiento. A 
nivel de expresi6n del ARN mensajero se ha constatado que la sobreexpresi6n del gen 
ERCC1 que actua en la via GGR provoca resistencia al cisplatino en cancer gastrico, de 
ovario y de pulm6n (Lord et al, 2002; Metzger et al, 1 998; Shirota et al, 2001). 

Lqs polimorfismos XPD se han- vinculado a una disminuci6n de la capacidad 
reparadora del ADN en diversos estudios (Spitz et al, 2001). En efecto, aproximadamente 
la mitad de la poblaci6n poseen el genotipo Lys751Lys y tambien tienen el genotipo 
homocigoto normal Asp312Asp. Tales pacientes o personas con genotipo homocigoto 
normal, tienen muy buena capacidad reparadora y por lo tanto pueden ser resistentes al 
cisplatino (Bosken et al,2002). La elevaci6n de la capacidad reparadora que se puede 
medir mediante ensayos funcionales se ha asociado a resistencia al cisplatino en cancer 
de pulm6n de celula no pequefia (non small cell lung cancer, NSCLCj (Zeng-Rong et al, 
1995). La capacidad reparadora tambien se ha estudiado mediante la medici6n de la 
reactivaci6n de un gen dafiado por exposicidn al BPDE y los niveles de capacidad 
reparadora son significativamente mas bajos en enfermos con cancer de pulm6n que en 
controles (Wei et al, 1996,2000). Multiples estudios senalan que la merma de la 
capacidad reparadora y el incremento en los niveles de aductos del ADN incrementa el 
riesgo de cancer de pulm6n. Asl, la expresi6n basal de genes criticos en la via NER 
guarda relaci6n con el riesgo de cancer de pulmon. Por RT-PCR, los niveles de 
transcritos de ERCC1, XPB, XPG, CSB y XPC, fueron medidos en linfocitos de 75 
enfermos con cancer de pulm6n y 95 controles. Los resultados mostraron un decremento 
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significative) en los niveles de expresi6n de XPG y CSB en los casos de cSncer de pulm6n 
en comparaci6n con los controles (Cheng et al, 2000). Muy importante, los niveles de 
ARN mensajero en linfocito de los genes XPA, XPB, XPC, XPD, XPF, XPG, ERCC1 y 
CSB demostr6 una correlaci6n muy significativa en los niveles de ARN mensajero entre 
5 ERCC1 y XPD, a su vez, la expresi6n de ambos genes se correlaciona con la capacidad 
reparadora del ADN (Vogel et al, 2000). 

Existen patentes (WO 97/25442) acerca de m&odos de diagn6stico del cancer de 
pulm6n, asi como de otros tipos de tumores (WO 97/38125, WO 95/16739) basadas en la 
detecci6n de otros polimorfismos diferentes a los aquf descritos. Asimismo hemos 
10 localizado otras patentes que tambten utilizan la detecci6n de polimorfismos en otros 
genes para conocer la respuesta de determinados pacientes a otros f£rmacos (estatinas); 
pero no conocemos patentes que determinen qu6 pacientes con c&ncer de pulm6n son mds 
proclives a un tratamiento antitumoral o a otro. 
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Breve description de la invencidn 

En nuestra investigacidn hemos descubierto el valor predictivo farmacogenetico 
de las variantes polimorficas del gen XP. Hemos investigado los polimorfismos de gen 
XPD en el exon 23 (A-C, Lys751Gln) y en el exon 10 (G-A,Asp312Ans). Las figuras 1 y 
2 muestran dos ejemplos de identificaci6n de los polimorfismos XPD en los codones 312 
y 751 respectivamente realizado por secuenciaci6n automatica. El Esquema 2 muestra las 
diversas vfas metab61icas de reparaci6n del ADN y la posicidn que ocupa en dichas vlas 
el gen XPD. El interes clinico en examinar el polimorfismo XPD queda reforzado , 
puesto que en un cribaje de un panel de lrneas celulares de diversos tumores del National 
Cancer Institute revela que entre XPA, XPB, XPD y ERCC1 solamente la sobreexpresi6n 
de XPD se correlaciona con resistencia a los agentes alquilantes (Aloyz et al, 2002). 
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I I T 



Rupturas de la °* 6 grapes 
doble holice metllo 



CSA 
CSB 



i i i 



ERCC1 

mm 

XPD 



MGMT 



RadSl 

XRCC2 

XRCC3 



Descripci6n detallada de la invention ••S* : 

• • • 

5 Tipificaci6n de los nolimorfismos Lvs751Gln y Asp312Asn del gen humano 'Tl 
XPD/ERCC2. 



1.- Informacidn genica del locus ERCC2/XPD 

La informaci6n de la secuencia de ADN, ARN y proteina correspondientes a este 
gen esta detaUada en la pagina web ww.ncbi.nlm.nih.gov/locuslink/refseq.html con 
numero de Locus ID: 2068, y que se resume a continuaci6n: 



15 



ERCC2/XPD - excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, 
complementation group 2 (xeroderma pigmentosum D). 
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NCBI Secuencias de Referencia (RefSeq): 

mARN: NM_000400 

Proteina: NP_000391 

GenBank Fuente: X52221, X52222 

mARN: NM_000400 

Proteina: NP_000391 
GenBank Nucleotide Secuencias: 



Nucleotidica: L47234 (tipo g), BC008346 (tipo m), X52221 (tipo m), X52222 

« 

(tipo m) 
10 Otros Enlaces: 

OMIM: 126340 

« 
< 

UniGene: Hs 99987 

4 
I 

2.- Muestras biologicas para la obtencidn de ADN \ t 

15 El ADN utilizado para la tipificaci6n de los dos polimorfismos Lys751Gln y 

Asp3 12Asn ha sido obtenido de celulas nucleadas procedentes de sangre perifSrica. 

Cabe destacar que para la obtenci6n del ADN y posterior tipificaci6n igualmente 
puede utilizarse cualquier otro tipo celular nucleado del organismo humano. 

2 0 3.- Extracci6n de sangre 

Se recoge sangre periferica en tubos tipo vacutainer que contienen K 3 /EDTA 
(Becton Dickinson Systems; referencia numero 36752 o 368457). A continuaci6n se 
centrifuga durante 15 minutos x 2.500 rpm a temperatura ambiente y se descarta la 
fraccidn plasmdtica. Sobre la fracci6n celular se afiaden 2 volumenes de soluci6n de lisis 
25 de eritrocitos (155mM NH4CI, 0,lmM EDTA, lOmM Hepes, pH=7,4) y se incuba a 
temperatura ambiente durante 30 minutos en una plataforma giratoria. A continuaci6n se 
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centrifuga la muestra durante 10 minutos x 3.000 rpm a temperatura ambiente, se 
descarta el sobrenadante y se resuspende el precipitado celular obtenido en 1 ml de 
solution de lisis de eritrocitos. Se repite la centrifugacidn de 10 minutos x 3.000 rpm a 
temperatura ambiente y se descarta el sobrenadante. El precipitado obtenido corresponde 
5 a la fracci6n celular libre de eritrocitos. 



4.- Extracci6n de ADN 

A partir de las c61ulas nucleadas de sangre perifSrica se procede a la extracci6n y 
purification del ADN mediante el kit comercial QIAmp® DNA blood Mini kit (Qiagen; 
1 0 referencia 51104o51106) siguiendo las instrucciones del fabricante. 



5.- Tipificacion de los polimorfismos Lys751Gln y Asp312Asn. .:. 

Para la tipificaci6n del polimorfismo Asp312Asn del ex6n 10 se han utilizado las 

• • 

siguientes condiciones de PCR (volumen final de reacci6n de 25 |xl): 900nM de cebador 

•••• 

15 SEQ ID NO 1: ACGCCCACCTGGCCA, 900nM cebador SEQ ID NO 2:- s — « 5 

•••• 

GGCGGGAAAGGGACTGG, 300nM sonda Taqman MGB™ VIC SEQ ID NO 3: S y[ 
CCGTGCTGCCCGACGAAGT TAMRA, 300nM sonda Taqman MGB™ 6-FAM SEQ 
ID NO 4: CCCGTGCTGCCCAACGAAG TAMRA, 12,5 ul de Taqman Universal PCR 
Master Mix (Applied Bisystems; referencia 4304437) y 200ng de ADN. Los ciclos de 

20 PCR (50°C x 2 minutos, 95°C x 10 minutos, [92°C x 15 segundos, 60°C x 1 minuto] x 40 *T: 
ciclos) y el analisis del polimorfismo se han realizado en un equipo ABI Prism 7000 
Sequence Detection System (Applied Biosystems) utiUzando el programa Allelic 
Discrimination (Applied Biosystems). 

Para la tipificacidn del polimorfismo Lys751Gln del ex6n 23 se han utilizado las 

25 siguientes condiciones de PCR (volumen final de reaccidn de 25 ul): 900nM de cebador 
SEQ ID NO 5: GCCTGGAGCAGCTAGAATCAGA, 900nM cebador SEQ ID NO 6: 
CACTCAGAGCTGCTGAGCAATC, 300nM sonda Taqman MGB™ VIC SEQ ID NO 
7: TATCCTCTGCAGCGTC TAMRA, 300nM sonda Taqman MGB™ 6-FAM SEQ ID 
NO 8: CTATCCTCTTCAGCGTC TAMRA, 12,5 ul Taqman Universal PCR Master Mix 

30 (Applied Biosystems; referencia 4304437) y 200ng de ADN. Los ciclos de PCR (50°C x 
2 minutos, 95°C x 10 minutos, [92°C x 15 segundos, 60°C x 1 minuto] x 40 ciclos) y el 
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an&lisis del polimorfismo se han realizado en un equipo ABI Prism 7000 Sequence 
Detection System (Applied Biosystems) utilizando el programa Allelic Discrimination 
(Applied Biosystems). 

En ambos casos el diseno de los cebadores y las sondas se realizo mediante el 
5 programa informdtico PrimerExpress™ (Applied Biosystems), siguiendo las 
instrucciones del proveedor y utilizando la secuencia de ADN de referencia anteriormente 
descrita. La especificidad de los cebadores y de las sondas fueron previamente testadas 
mediante el programa infonnatico BLAST fwww.ncbi.nlm.nih.gov/blast> . En todos los 
casos, tanto los cebadores como las sondas mostraron especificidad linica sobre cada una 
10 de las dos regiones a estudiar del gen ERCC2/XPD. 



6.* Validaci6n del analisis mediante secuenciacion automatica de ADN ••• 

Como validaci6n de los resultados obtenidos se secuenciaron los fragmentos de 

• • 

ADN correspondientes a los polimorfismos Lys751Gln y Asp312Asn en 100 muestras 

•****• 

15. de ADN que previamente se habfan analizado (ver apartados anteriores). ■ f • • • •* 

•••• 

• • 

En primer lugar se amplified mediante la t^cnica de PCR el fragmento del ex6n *••••• 

•* • 

10 del gen XPD/ERCC2 donde mapa el polimorfismo Asp312Asn. Las condiciones de la 
reacci6n de PCR fueron las siguientes (volumen final de 50 jLtl): 0,25 pM cebador SEQ 
ID NO: 1, 0,25 uM del cebador SEQ ID NO: 2, 5 ul de buffer de PCR (67mM Tris HCl, 

20 16,6mM (NtLtkSO^ 0,1%-Tween 20) (Ecogen; referencia ETAQ-500), ImM MgCl 2 

(Ecogen', referencia ETAQ-500), 0,12mM PCR Nucleotide Mix (Roche; referencia ***. : * 
1581295), 1 unidad de EcoTaq ADN Polymerase (Ecogen; referencia ETAQ-500) y 
200ng de ADN. Los ciclos de PCR utilizados fueron: 95°C x 5 minutos, [94°C x 30 
segundos, 60°C x 45 segundos, 72°C x 1 minuto] x 35 ciclos, 74° x 7 minutos. 

25 En segundo lugar se amplified mediante la tecnica de PCR el fragmento del ex6n 

23 del gen XPD/ERCC2 donde mapa el polimorfismo Lys751Gln. Las condiciones de la 
reaccidn de PCR fueron las siguientes (volumen final de 50 ul): 0,25 uM cebador SEQ 
ID NO: 6, 0,25 uM del cebador SEQ ID NO: 7, 5 ul de buffer de PCR (67mM Tris HCl, . 
16,6mM (NH4) 2 S04, 0,1%-Tween 20) (Ecogen; referencia ETAQ-500), ImM MgCl 2 

30 (Ecogen; referencia ETAQ-500), 0,12mM PCR Nucleotide Mix (Roche; referencia 
1581295), 1 unidad de EcoTaq ADN Polymerase (Ecogen; referencia ETAQ-500) y 
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200ng de ADN. Los ciclos de PCR utilizados fueron: 95°C x 5 minutos, [94°C x 30 
segundos, 64°C x 45 segundos, 72°C x 1 minuto] x 35 ciclos, 74° x 7 minutos. 

La integridad de los productos de PCR fue analizada despu6s de electroforesis en 
un gel de agarosa al 1,5%-TBE, y posterior tinci6n con bromuro de etidio 1% en un 
5 transiluminador de UV. 

Los productos de PCR obtenidos se utilizaron para la reacci6n de secuenciaci6n 
tal y como se detalla a continuaci6n: en primer lugar se purifican los productos mediante 
la adici6n de 4 |il ExoSap-IT (USB ; referencia 7820) a 10 pi del producto de PCR 
correspondiente y se incuba de forma secuencial a 37°C x 45 minutos y a 80°C x 15 

10 minutos, A 500-600 ng de producto de PCR purificado se anaden 4 \il de la soluci6n 
BigDye Terminator version 3,0 (Applied Biosystems; referencia 439024801024) y 3,2 
pmoles del cebador correspondiente (en este caso se utilizaron en reacciones por separado 
los mismos cebadores que los utilizados en la amplificaci6n por PCR, tanto forward 
como reverse). Los ciclos de PCR para esta reacci6n de secuenciacion fueron: 94°C x 5 

15 minutos, [96°C x 10 segvmdos, 50°C x 5 segundos, 60°C x 4 minutos] x 32 ciclos. 

Una vez finalizada la reacci6n de secuenciacion los productos se precipitan 
mediante la adici6n de 62,5 jj.1 de Etanol 96%, 3 |jl de buffer acetato s6dico 3M pH=4,6 y 
24,5 |il de agua bidestilada. Despu6s de una incubation de 30 minutos a temperatura 
ambiente, se centrifugan durante 30 minutos x 14.000 rpm a temperatura ambiente, se 

20 descarta el sobrenadante y se realiza un lavado con 250 (il de Etanol 70%. A continuaci6n 
se centrifugan las muestras durante 5 minutos x 14.000 rpm a temperatura ambiente, se 
descartan los restos de etanol (dejando secar completamente los precipitados), y se anade 
15 |nl de buffer de carga TSR (Applied Biosystems; referencia 401674). Finalmente se 
incuban a 95°C durante 3 minutos de forma previa a su inyecci6n en el equipo autom&tico 

25 capilar ABI Prism 310 Sequence Detection System (Applied Biosystems). Los resultados 
de la secuenciacion automdtica fueron analizados con el programa Sequencing Analysis 
4.3.1 (Applifed Biosystems). 

En todos los casos analizados, los dos polimorfismos de cada una de las muestras 
fue secuenciado tanto con el cebador forward como con el cebador reverse, siendo en 

30 todos los casos los resultados coincidentes entre ellos y tambten con los resultados 
obtenidos por an&lisis en PCR cuantitativa en tiempo real. 



»• • 



•»*• ■ 
• • 



* A 
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Resultados 

Desde agosto del 2001 se iniciaron, con el prop6sito de confirmar que las 
variantes al61icas del XPD podlan influenciar una supervivencia tras tratamiento con 
quimioterapia en cancer de pulmdn metastfisico tres estudios en enfermos con cancer de 
5 pulm6n metastasico. Estos tres estudios distintos son el primero con gemcitabina y 
cisplatino, el segundo con vinorelbina y cisplatino y el tercero con docetaxel y cisplatino. 
Tambten se han analizado de forma retrospectiva 100 pacientes con c&ncer de pulm6n 
localmente avanzado que efectuaron quimioterapia neoadyuvante y luego cirugfa. : 
Tambi6n se han analizado alrededor de 150 pacientes en estadios iniciales que recibieron 
10 tratamiento bien con cirugia sola o con quimioterapia preoperatoria o postoperatoria y 

« • 

cuyo resumen tambten se incluye en el ap6ndice. 

Los datos ra&s significativos hasta la fecha son los que se obtienen del estudio de 

enfermos con cancer de pulmon estadio IV que recibieron tratamiento con gemcitabina y *. 

• • • 

cisplatino. Entre agosto del 2001 y julio del 2002 se incluyeron 250 enfermos de los 

• • 

1 5 cuales se disponen datos definitivos en 1 09. La Tabla I adjunta describe las caracteristicas * 9 . 

'•• 

clfnicas de estos pacientes que son las habituales en relaci6n a la edad, el estado general, y m \ 

mm mm 

la histologia, las metastasis. En la Tabla II se observan las frecuencias de los distintos 

• • • 

polimorfismos. Tambi6n se ha analizado el polimorfismo del gen ERCC1 en la posici6n 

118. Se observa que las frecuencias de los polimorfismos XPD en el exon 23 y 10 •* * £ 

m m 

20 constata que los genotipos homocigotos normales constituyen el 50% mientras que las 
variantes heterocigotas son el 40% (Tabla II). En las siguientes figuras, de forma seriada, 
se presenta la supervivencia global de los 109 enfermos con una mediana de 
supervivencia de 10.7 meses en un rango de 8.9-12.5 (Figura 3). Las diferencias segun el 
polimorfismo del gen ERCC1 no resultan significativas (Figura 4). Sin embargo, cuando 

25 se analiza la supervivencia en funcion del polimorfismo XPD en el codon 751 se 
constata que la mediana de supervivencia para 59 pacientes con el genotipo Lys/Lys es 
10.7 meses, mientras que es muy superior y todavfa no se ha alcanzado la mediana en 40 
pacientes heterocigotos Lys/Gln (Figura 5). Tambten se descubre que un grupo 
minoritario de pacientes (10) son homocigotos para la variante Gln/Gln, la mediana de 

30 supervivencia es de 2.1 (p=0.0009) (Figura 5). Las mismas diferencias significativas se 
observan para el codon 312, vease la figura correspondiente (p=0.003) (Figura 6). Del 
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mismo modo, cuando se analiza el tiempo a la progresidn, globalmente, la mediana del 
tiempo a la progresi6n es de 4 meses en un rango de 3.2-4.8 (Figura 7). No hay 
diferencias segfin el genotipo ERCC1 (Figura 8). Sin embargo, en funci6n del genotipo, 
en el codon 751 se observan grandes diferencias, de tal modo que los 59 pacientes que 
son Lys/Lys, la mediana es de 2.9 meses, mientras que los 40 pacientes Lys/Gln la 
mediana se incrementa a 7.4 meses. La diferencia es muy significativa (p=0.03) (Figura 
9). Tambten se presenta el tiempo a la progresi6n del polimorfismo XPD en el codon 
312, donde la diferencia en la supervivencia no resulta significativa (Figura 10). Las 
conclusiones de este estudio son reveladoras al diferenciar dos subgrupos de pacientes, 
unos con una respuesta y una supervivencia muy superior a la global donde la 
gemcitabina y cisplatino obtiene grandes resultados, mientras otro grupo de pacientes, 
dicho tratamiento estaria claramente contraindicado a la luz de los resultados tan 
exiguos, muy por debajo de las medianas de supervivencia que se aceptan normalmente. 
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Tabla X. Caracteristicas Clinicas de pacientes tratados 
con Gem/Cis 



No. Pacientes 


109 




Edad, afios 
(Medicina, rango) 


61 
35-82 




Estado clinico (Performance Status) 






0-1 


89(81.7) 




1 2 


20(18.3) 




Histologfa 






Adenocarcinoma 


52(47.7) 


• • 
• 


sec 


37(33.9) 


• • • • 

• • 

• • 


LCUC 


5(4.6) 


• ••• 


Otros 


15(13.8) 




Fase 




• • 
■ 


mb 


29(26.6) 


• 
• • • 


IV 


80(73.4) 


• 


brusion Pleural 




• • 


Cirugfa 


10(9.2) 


• • • 
■ • • 

• • • 


Radioterapia 


11(10.1) 


• •• • 

• • 

• • 


Metastasis 




• ••• 

• • • • 
• • 


Hfgado 


9(8.3) 


• ■ 

• • • • 

• « 


Pulm6n 


43(39.4) 


• « 

• • ■ 

• • •€ 


Hueso 


21(19.3) 




SNC 


16(14.7) 


• 

• • 

• • 


Adrenal 


18(16.5) 


• • • 
• • • 


Pie 


7(6.4) 


• • • 

• • 


N6dulos linfaticos 


23(21.1) 


• • 

• • 
• 


Otros 


13(11.9) 


• 

• 

• 
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Tabla II. Respuesta y genotipos ERCC1 y XPD 



5 



Respuesta 




Respuesta completa 


5(5.3) 


Respuesta partial ! 


29(30.9) 


Respuesta completa + 
Respuesta partial 


34(36.2) 


Enfermedad estable 
(Stable Disease) 


14(14.9) 


Progresiva Enfermedad 
(Progressive Disease) 


46(48.9) 


No Evaluable 


15 


ERCC1 




T/T 


14(12.8) 


C/T 


52(47.7) 


C/C 


43(39.4) 


XPD23 




Lys/Lys 


59(54.1) 


| Lys/Gln 


40(36.7) 


Gln/Gln 


10(9.2) 


XPD10 




Asp/Asp 


51(46.8) 


! Asp/Asn 


48(44) 


Asn/Asn 


10(9.2) 



En un segundo estudio en cancer de pulmon estadio IV, que tambiSn se inici6 en 
agosto del 2001, se han analizado cerca de 100 enfermos tratados con cisplatino y 

10 vinorelbina y de los cuales se dispone de resultados preliminares. El efecto de la 
vinorelbina en funci6n del genotipo XPD revela que los pacientes Lys/Lys con mal 
pron6stico cuando se tratan con gemcitabina y cisplatino, en este caso, cuando se utiliza 
vinorelbina ocurre lo contrario y se obtiene un tiempo a la progresi6n de 10 meses en el 
grupo de pacientes Lys/Lys cuando en el estudio que se tratan con gemcitabina y 

15 cisplatino, dicha median de tiempo a la progresi6n es de tan solo 2.9 meses. Vease las 
correspondientes gr&ficas 1 1 y 12. 

Finalmente se muestran tambiSn los resultados del polimorfismo XPD en 
pacientes con cSncer de pulm6n localmente avanzado, estadio HI, donde una vez mds 



varia la supervivencia en funci6n del genotipo. Al afladir docetaxel a la combinaci6n de 
gemcitabina y cisplatino, el tiempo a la progresi6n resulta significativameiite superior en 
los pacientes homocigotos Lys/Lys o Lys/Lys m&s Asp/Asp. VSase las figuras 
correspondientes 13 y 14. 

Aplicacion clinica 

Estos resultados sefialan de forma inequivoca por primera vez, la predicci6n 
farmacogen&ica individual de los enfermos con c£ncer de pulm6n. En primer lugar, el 
genotipo XPD Lys751Gln predice un efecto y una supervivencia sustancialmente superior 
a la normal cuando se tratan con gemcitabina y cisplatino. En segundo lugar, dicha 
combinaci6n estd claramente contraindicada en los otros genotipos Lys751Lys y 
Gln751Gln. Los resultados clinicos tambten demuestran que los pacientes Lys751Lys 
responden muy favorablemente a la combinaci6n de vinorelbina y cisplatino o de 
docetaxel y cisplatino. Finalmente y en tercer lugar, se identifica que un grupo 
minoritario de pacientes con. el genotipo Gln751Gln tienen muy mala supervivencia a 
cualquier combinaci6n de quimioterapia con cisplatino y por lo tanto, se deben tratar con 
combinaciones sin cisplatino. 

El test gen&ico del polimorfismo XPD es absolutamente necesario para la 
adecuada selecci6n de f&rmacos antes de la administraci6n de la quimioterapia en 
pacientes con cancer y muy especialmente en cancer de pulmdn. 

Descripci6n de las Figuras 

Figura 1 : Polimorfismo XPD 312 con sustituci6n G -> A que causa un cambio de 
amino&cido Asp — > Asn en el codon 312. 

Figura 2: Polimorfismo XPD 751 con sustituci6n A -> C con cambio de aminodcido Lys 
Gin en el codon 75 1 . 

Figura 3: Abcisas: meses; Ordenadas: Probabilidad. Supervivencia glogal a Gem/Cis. 
Figura 4: Abcisas: meses; Ordenadas: Probabilidad. Supervivencia segun genotipo 
ERCC1. 

Figura 5: Abcisas: meses; Ordenadas: Probabilidad. Supervivencia segun XPD 751. 
Figura 6: Abcisas: meses; Ordenadas: Probabilidad. Supervivencia segun XPD 312. 
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Figura7: Abcisas: meses; Ordenadas: Probabilidad. Tiempo a la progresi6n. 

Figura 8: Abcisas: meses; Ordenadas: Probabilidad. Progresidn segun genotipo ERCC1. 

Figura 9: Abcisas: meses; Ordenadas: Probabilidad. Progresidn segun genotipo XPD 751. 

Figura 10: Abcisas: meses; Ordenadas: Probabilidad. Progresi6n segun genotipo XPD 

312. 

Figura 11: Abcisas: meses; Ordenadas: Probabilidad. Progresi6n segun genotipo XPD 
751 para vinorelbina/cisplatino. 

Figura 12: Abcisas: meses; Ordenadas: Probabilidad. Progresi6n segun genotipo XPD 
751 para gemcitabina/cisplatino. 

Figura 13: Abcisas: semanas; Ordenadas: Probabilidad. Progresi6n segun genotipo XPD 
751 para Gem/Cis/Docetaxel. 

Figura 14: Abcisas: semanas; Ordenadas: Probabilidad. Progresi6n segun genotipos XPD 
751y312. 
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REIVINDICACIONES 

1.- Dispositive* de ensayo para detecci6n la predisposici6n gen&ica a responder al 
tratamiento de farmacos antitumorales utiles para el cancer de pulm6n 9 basado en la 
5 detecci6n de polimorfismos y/o p£rdida de heterozigosis en el gene reparador 
ERCC2/XPD, cuyo locus est£ definido por la secuencias de GenBank X52221 y X52222, 
caracterizado por comprender al menos una de las sondas oligonucleotidicas 
seleccionadas entre SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO:2 o SEQ ID NO:5 y SEQ ID NO:6. 

10 2.- Dispositivo de ensayo, caracterizado porque las sondas se usan como cebadores de 
mapeo de muestras de ADN humano en tScnica de reacci6n en cadena de polimerasa 
(PCR). 

3. - Dispositivo de ensayo, caracterizado porque las sondas se usan como cebadores de 
1 5 mapeo de muestras de ADN humano en t€cnica de secuenciaci6n automdtica. - A 

4. - Dispositivo de ensayo segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado 
por detectar los polimorfismos Lys751Glh o Asp312Asn, respectivamente para cada par 
de cebadores. 

20 

5. - Dispositivo de ensayo segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado 
porque el fannaco antitumoral es una combinaci6n de cisplatino con un segundo 
compuesto antitumoral seleccionado entre gemcitabina, vinorelbina o docetaxel. 

2 5 6.- Oligonucledtidos cebadores para detectar la predisposici6n genetica a la respuesta a 
fSrmacos antitumorales, caracterizados por las secuencias representadas por SEQ ID 
NO:l, SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:5 y SEQ ID NO:6. 

7.- Oligonucledtidos segun la reivindicaci6n 6 caracterizados porque el fannaco 
30 antitumoral es una combinaci6n de cisplatino con un segundo compuesto antitumoral 
seleccionado entre gemcitabina, vinorelbina o docetaxel. 
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8. - Uso como cebadores para detectar la predisposition gen£tica a la respuesta a farmacos 
antitumorales de los oligonucle6tidos representados por SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, 
SEQ ID NO:7 o SEQ ID NO:8. 

9. - Uso segun la reivindicacidn 8, caracterizado porque el farmaco antitumoral es una 
combinacion de cisplatino con un segundo compuesto antitumoral seleccionado entre 
gemcitabina, vinorelbina o docetaxel. 




FIG. 1 




FIG. 2 




FIG. 3 
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N° Pacientes 


Medians 


At«rvaIoConnaaza 85% 


Probabilidad 


Lys/Lys 


59 


10.7 


7-14.4 


0.0009 


Lys/Gln 


40 


4o alcanrada (not roach dd] 






Gln/Gln 


10 


2.1 


0.3-3.9 
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N° Paclentes 


Mediana 




Probabindad 


Asp/Asp 


51 


10.9 


8.9-12.9 


0.003 


Asp/Asn 


48 








Asn/Asn 


10 


2.1 


03-3.9 
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LIST ADO DE SECUENCIAS 

<1 10> FUNDACION PARA LA INVESTIGACI6N CLINICA Y MOLECULAR DEL 
CANCER DE PULMON 

<120> "DlSPOSmVO DE ENSAYO DE POLIMORHSMOS DEL GEN XPD/ERCC2 
PARA LA CORRECTA ADMINIS TRACION DE QUDVUOTERAPIA EN CANCER DE 
PULMON" 

<130>P-99918 
<160> 8 

<210>SEQIDNO.: 1 
<211> 15 

<212> oligonucle6tido 
<2 1 3> secuencia artificial 
<220> 

<221> cebador 
<400> 

acgcccacctggcca j.5 

<210>SEQIDNO.:2 
<211> 17 

<212> oligonucle6tido 
<213> secuencia artificial 
<220> 

<221> cebador 
<400> 

17 




- 2 - 

<210>SEQIDNO.:3 
<211> 19 

<212> oligonucledtido 
<213> secuencia artificial 
<220> 

<221> cebador 

<223> Sonda Taqman MGB™ VIC 
<400> 

ccgtgctgcccgacgaagt 

<210>SEQIDNO.:4 
<211> 19 

<212> oligonucle6tido 
<213> secuencia artificial 
<220> 

<221> cebador 

<223> Sonda Taqman MGB™ 6-FAM 
<400> 

cccgtgctgcccaacgaag 

<210>SEQIDNO.:5 
<211>22 

<212> oligonucle6tido 
<213> secuencia artificial 
<220> 

<221> cebador 
<400> 

gcctggagcagctagaatcaga 




<210>SEQIDNO.: 6 
<211>22 

<212> oligonucle6tido 
<213> secuencia artificial 
<220> 

<221> cebador 
<400> 

cactcagagctgctgagcaatc 

<210>SEQIDNO.:7 
<211> 16 

<212> oligonucle6tido 
<213> secuencia artificial 
<220> 

<221> cebador 

<223> Sonda Taqman MGB™ VIC 
<400> 

tatcctctgcagcgtc 

<210>SEQEDNO.:8 
<211> 17 

<212> oligonucleotide 
<2 1 3> secuencia artificial 
<220> 

<221> cebador 

<223> Sonda Taqman MGB™ 6-FAM 
<400> 

ctatcctcttcagcgtc 



